Einfache und rasche Bestimmung von Thiopental im Serum mit HPLC by Gruhl, H. & Mayer, H.
Gruhl und Mayer: Bestimmung von Thiopental im Serum 385
J. Clin. Chem. Clin. Biochem.
Vol. 22, 1984, pp. 385-388
Einfache und rasche Bestimmung von Thiopental im Serum mit HPLC
Von H. Gruhl und H. Mayer
Institut für Laboratoriumsmedizin, Zentralklinikum Augsburg
(Eingegangen am 20. Dezember 1983/14. Februar 1984)
Zusammenfassung: Es wird eine schnelle, präzise und empfindliche Methode zur Bestimmung von Thiopental
im Serum mittels HPLC beschrieben. Die Analyse dauert einschließlich Probenvorbereitung 20 Minuten. Die
Präzision in der Serie beträgt 1,5%, von Tag zu Tag 3,8%· Die Nachweisgrenze liegt bei 380 nmol/1.
%
A simple and rapid determination of serum thiopental by HPLC
Summary: An HPLC method is described for the determination of thiopental in serum. It offers the advantage
of a simple extraction procedure and a low detection limit. Including sample preparation, the analysis takes 20
minutes. The within-run and between-run CV's were 1.5% and 3.8% respectively.
Einführung
Neben der Verwendung als Kurznarkotikum findet
Thiopental in zunehmendem Maße Eingang in die
„protektive" Therapie bei Patienten mit Schädel-
Hirn-Traumen und Hirnödemen, da Thiopental in
hoher Dosierung appliziert den intrakraniellen
Druck deutlich zu senken vermag (l, 2). Die hohe
Dosierung sowie die besondere Pharmakokinetik
von Thiopental machen eine engmaschige, aktuelle
Kontrolle der Thiopentalkonzentration im Serum
erforderlich.
Thiopentalbestimmungeii würden bisher entweder
photometrisch (3), mittels GC (4-6) oder HPLC
(7^10) durchgeführt. Die photometrischen Analy-
sen sollten wegen der Unspezifität verlassen werden.
Die gaschromatographischen Methoden und ebenso
die bisher veröffentlichten Verfahren in der HPLC
benötigen eine umfangreiche Probenvorbereitung;
damit ist eine rasche Kontrolle der Thiopentalkon-
zentration nicht gegeben. Wir haben deshalb eine
Methode zur genauen quantitativen Bestimmung
von Thiopental mittels HPLC entwickelt, die sich
durch einfachste Probenvorbereitung, schnelle Ana-
lysenzeit sowie hohe Empfindlichkeit und Reprodu-
zierbarkeit auszeichnet.
Material und Methoden
Die Analysen wurden mit einem Flüssigkeitschromatographen
der Firma Hewlett Packard (Typ 1084 B) mit variablem Wellen-
längendetektor (Typ HP 79875 A) durchgeführt.
Methanol und Ethylacetat (Lichrosolv-Qualität) wurden von der
Firma Merck, Darmstadt, bezogen. Das verwendete bidestillierte
Wasser stammte aus eigener Produktion.
Kalibrierstandards und Patientenproben
Na-Thiopental wurde als Trockensubstanz einer Ampulle Trapa-
nal® (Fa. Byk^Gulden) entnommen. Kalibrierstandards wurden
durch Aufstocken von thiopentalfreiem gepooltem Serum mit Na-
Thiopental hergestellt. Wegen der Linearität und der guten Re-
produzierbarkeit der Kalibriergeraden genügt das Mitführen ei-
nes einzigen Standards (20 mg/1 entsprechend 75,7 / Na-
Thiopental).
Extraktion von Thiopental aus Serum
100 der Standard- bzw. Patientenseren wurden mit 100
Ethylacetat versetzt, das Gemisch 15s lang mit einem Whirlmixer
geschüttelt und danach für 3 min bei 6000g in einer Tischzentri-
fuge (Fa. Eppendorf, Typ 5414) zentrifugiert. Die überstehende
thiopentalhaltige Ethylacetatphase wurde direkt in den Flüssig-
keitschromatographen injiziert.
Chromatographisches System
Zur Chromatographie wurde eine 10 RP-8 Säule von Hewlett
Packard, Länge 250 mm, innerer Durchmesser 4,6 mm, einge-
setzt. Die Säule wurde auf 35 °C temperiert. Das injizierte Pro-
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benvolumen betrug bei allen Experimenten 10 . Eluiert wurde
mit einem Wasser-Methanol Gemisch mit einem Methanolanteil
von 0,55 für 6 min. Anschließend wurde die Säule mit Methanol
(Volumenanteil 0,95) gespült und 3 min mit wäßr. Methanol (Vo-
lumenanteil 0,55) rekonditioniert. Die Flußrate betrug 2 ml/min.
Die Absorption wurde bei 290 nm (Referenzwellenlänge 460 nm)
registriert; die Auswertung erfolgte über Integration.
Ergebnisse
Chromatographie
Flüssigkeitschromatogramme von Extrakten eines
Serumleerwertes, einer Standard- und einer Patien-
tenprobe zeigt Abbildung 1. Auffällig ist der Me-
tabolitenpeak in der Patientenprobe. Aufgrund des
UV-Spektrums handelt es sich vermutlich um den in
der Seitenkette carboxylierten Thiopentalmetaboli-
ten; eine weitere Strukturabklärung mittels Massen-
spektrometrie ist jedoch notwendig.




b) Serum aufgestockt mit Na-Thiopental (Standard),
c) Patientenserum unter Thiopentaltherapie mit einem
Metaboliten von Thiopental (s. Ergebnisse und Dis-
kussion).
Extraktion und Wiederfindung
Es wurden Extraktionen mit wo-Amylalkohol, n-
Pentan, -Hexan, n-Heptan, Benzol, Butanol, iso-
Butanol, Toluol, Chloroform und Ethylacetat durch-
geführt. Hinzu kamen Versuche mit Zusatz von HC1
und NaCl in verschiedenen Konzentrationen. Die
besten Extraktionsausbeuten wurden mit Ethylace-
tat ohne jeden weiteren Zusatz erzielt. Die Wieder-
findung betrug 100% ± 0.7%.
Präzision
Die Präzision (VK) in der Serie betrug 1,5% (x =
118 / , N = 10), die Präzision von Tag zu Tag
3,8% (x = 75,7 /l, N = 6).
Linearität
Die Linearität der Methode wurde bis 378 /
Na-Thiopental geprüft, einem Wert, der in der Pra-
xis nie bestimmt wurde. Die Kalibrierkurve verhält
sich bis zu diesem Wert linear. ' r
Eine Kalibriergerade bis 190 Na-Thiopental
im Serum zeigt Abbildung 2.
Der Korrelationskoeffizient betrug r = 0,999, die
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Bei Einsatz von 100 Serum und einem Injektions-
volumen von 10 beträgt die für die Praxis relevan-
te Nachweisgrenze 380 nmol/1 (zweifache Höhe des
Rauschpegels). Bei Zugrundelegung der doppelten
Standardabweichung einer Probe von 380 nmol/1 er-
gibt sich eine Nachweisgrenze von 76 nmol/1.
Unter Verwendung einer größeren Serummenge
und eines höheren Injektionsvolumens kann die
Nachweisgrenze weiter gesenkt werden, so daß die
Methode auch zur Bestimmung der wesentlich ge·^
ringeren Thiopentalkonzentration innerhalb einer
Kurznarkose verwendet werden kann.
Medikamenteneinflüsse
Folgende in der Intensivtherapie häufig verwende-
ten Medikamente, in den üblichen Posierungen ver-
abreicht, wurden auf Interferenzen mit Thiopental
bei dessen chromatographischer Bestimmung ge-
prüft: Pethidin, Prornethazinj pihydrqergöcörnin-
methansulfonat/Dihydroergocristinmethansulfonat,
Flunitrazepam, Pirenzepin* Phentöläminmethansul·
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fonat, Ambroxal, Dexamethason-21-dihydrogen-
phosphat, Dopamin, Dobutamin, Heparin, Cimeti-
din, Ranitidin.
Es wurden keine Interferenzen mit dem Thiopental-
peak festgestellt. Ebenso führten Antibiotika aus der
Cephalosporin-, Aminoglycosid- oder Penicillinrei-
he nicht zu Störungen der Thiopentalbestirnrriung.
Hämolyse bis zu einem Hämoglobingehalt von 20 g/l
beeinflußt das Meßergebnis nicht.
Therapeutischer Bereich
Külpmann et al. (6) geben einen vorläufigen thera-
peutischen Bereich von 124 bis 289 / an. In
unserem Haus wird auf Grund intrakranieller
Druckmessungen eine Konzentration im Serum von
76 bis 152 / als ausreichend erachtet.
Stabilität der Proben
Untersucht wurde der Einfluß der Probenaufbewah-
rung auf die nachgewiesene Substanzmenge. Einge-
frorene Proben und ebenso solche, die über einen
Zeitraum von 10 Tagen bei 4 °C aufbewahrt wurden,
zeigten sich gleichermaßen stabil, während bei
Raumtemperatur innerhalb von 10 Tagen die nach-
zuweisende Menge an Thiopental um etwa 30% ab-
fiel.
Qualität der Säule
Mit der verwendeten Säule wurden bereits über
1200 Analysen durchgeführt, ohne daß eine Ver-
schlechterung der Trennleistung festgestellt werden
kann. Da diese Säule mit einem gebrochenen, 10
Material gefüllt ist, wird ersichtlich, daß unsere Me-
thode der Bestimmung von Thiopental an die Säu-
lenqualität keine besonderen Anforderungen stellt.
Diskussion
Die hier vorgestellte Methode zur Bestimmung von
Thiopental im Serum hat sich in unserem Haus zur
Überwachung der Patienten bei hochdosierter Thio-
pentalanwendung bewährt. Die Methode ist präzise,
empfindlich und schnell. Ihr hauptsächlicher Vorzug
liegt in der kurzen Probenvorbereitung und der
schnellen Chromatographie, so daß eine Bestim-
mung nur etwa 20 Minuten in Anspruch nimmt. Zu-
dem gestattet derselbe Analysengang die Erfassung
des Hauptmetaboliten von Thiopental (Abb. 1). Ei-
ne Methode für pharmakokinetische Studien, welche
Thiopental, den Hauptmetaboliten und den desulfu-
rierten Metaboliten, Pentobarbital, gleichzeitig er-
faßt, ist in Bearbeitung. Die klinische Praxis hat ge-
zeigt, daß zur Überwachung der oben genannten Pa-
tienten unter Thiopentaltherapie die Bestimmung
von Thiopental allein ausreicht.
Die Verlaufskontrolle der Wirkstoffkonzentration
während der Thiopentaltherapie (Abb. 3) zeigt er-
wartungsgemäß nicht das Bild einer „reinen" Phar-
makokinetik. Dies rührt her von der fortwährenden
und wechselnden Therapie mit mehreren Medika-
menten gleichzeitig, insbesonders mit Diuretika und
Volumenersatzmitteln, die zu Veränderungen des
Verteilungsraumes von Pharmaka führen. Dieses
Ergebnis unterstreicht die Notwendigkeit einer eng-
maschigen Wirkstoffkontrolle: Eine Abschätzung
der Thiopentalkonzentration im Serum an Hand der
Dosierung ist nicht möglich. Unsere Methode ist ge-
eignet, die für jeden Patienten optimale Dosierung
zu finden. Auf Grund der schnellen Analytik kann
die Konzentration im Serum sicher im therapeuti-
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Abb. 3. Thiopentalkonzentration im Serum eines Patienten unter
Thiopentaltherapie. Patient E. M. 18 Jahre, 62 kg Kör-
pergewicht, Zustand nach Polytrauma mit Schädelhirn-
verletzung und generalisiertem Hirnödem. Die senk-
rechten Pfeile geben die ab diesem Zeitpunkt applizierte
Na-Thiopentaldosierung an. Die erste Analyse erfolgte
30 min nach Beginn der Thiopentalapplikation.
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